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摘要:研究了不同环境条件下溶藻弧菌对大黄鱼肠粘液的粘附作用。采用细菌计数法测定溶藻弧菌的粘附作
用。粘附的细菌经 SYBR Green Ⅰ染色后在荧光显微镜下观察 ,用数码相机拍照后在电脑上计数。试验结果表
明 ,溶藻弧菌对大黄鱼肠粘液的粘附量随菌浓度的升高而升高 ,并在 1～ 1.5 h 内趋于饱和;粘附作用在 15～ 30
℃、pH 偏酸时较强;盐度在 5 ～ 35 范围内对前肠粘液的粘附作用影响不明显 , 后肠粘液的粘附作用在此范围内
随盐度增大而加强 ,在盐度为 0 时 ,溶藻弧菌对前 、后肠粘液都无粘附作用;56 ℃热处理 5 min 及 60 ℃处理 1 h
均能大幅减弱溶藻弧菌对两种肠粘液的粘附作用 , 表明溶藻弧菌表面的某些热敏结构在粘附作用中起着重要





Influence of environmental factors on the adhesion of
Vibrio alginolyticus to the intestinal mucus of Pseudosciaene crocea
YAN Qing-pi1 , CHEN Qiang1 , 2 , ZOUWen-zheng1 , MA Shen2 , ZHUANG Zhi-xia3 , WANG Xiao-ru3
(1.Fisheries College of Jimei University , Xiamen　361021 , China;
2.Fisheries College ,Ocean University of China , Qingdao　266003 , China;
3.College of Chemistry &Chemical Engineering , Xiamen University , Xiamen　361005 , China)
Abstract:The mucus layer is the most outer defence barrier of fish.The bacterial attachment to mucus layer is a critical step in the
host colonization and subsequent occurrence of infection.Adhesion of Vibrio alginolyticus to the intestinal mucus of Pseudosciaene
crocea has been investigated in order to understand the characteristics and mechanisms involved in the adherence of bacteria onto fish
mucus so that preventive measures can be devised to reduce infection.In vitro adhesion assay was carried out by bacterial counting.
The adhesive bacteria were stained with SYBR Green Ⅰ , observed under fluorescent microscope , counted on computer display after
taking pictures.The results showed that the adhesive quantity of V.alginolyticus increases with bacterial concentrations and reached
equilibrium after being incubated 1-1.5 h;the higher adhesive quantity was achieved at 15-30 ℃ and acid condition;adhesion of
V.alginolyticus to the mucus of foregut was not obvious variety with salinity(5-35), but adhesive quantity to the hindgut mucus
enhances while salinity increases;V.alginolyticus could not adhere to intestinal mucus without salinity;adhesive quantity reduced
remarkably after heat treatment of the germ(56 ℃5 min , 60 ℃ 1 h), which indicated that heat sensitive structure of V.alginolyticus
　　　








might play an important role in adhesion.The conclusions of this paper showed V.alginolyticus could adhere to intestinal mucus of
P.crocea facilely in seawater;this adhesion was remarkably affected by environmental factors , such as temperature , pH and salinity;
V.alginolyticus adhered to the intestinal mucus of P .crocea by specific adhesion , some heat-sensitive structures on V.alginolyticus
surface played a crucial role in adherence of the bacteria to gill mucus.The results indicated that the bacterial adhesion of V.
alginolyticus to intestinal mucus of P.crocea was governable.The results obtained are useful for the epidemic control in fish culture.
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　　溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)是海水环境中
常见菌 ,在一定条件下对海水动物有较强的致病













学者如 Bordas[ 6]和Wang[ 7]等对鳗弧菌 、溶藻弧菌
等一些水产动物常见致病弧菌的粘附机制已做了
一定研究工作;而国内在水产方面仅对嗜水气单


















在25 ℃条件下培养 18 h ,培养液在 4 ℃、2 000 g
条件下离心10 min收集菌体 ,然后以 0.85%无菌





无伤 ,正常摄食 ,体重 300 ～ 500 g大黄鱼 50尾。
1.3　肠粘液制备
参考 Balebona 等方法[ 13] ,具体步骤如下:将
大黄鱼饥饿 48 h 后 ,解剖取肠 ,用无菌生理盐水
冲洗 3次 。将肠分为前肠 、后肠分别放入无菌培
养皿中 ,剪开肠壁 ,利用钝塑料片轻轻刮取肠粘膜
层上的粘液 ,然后放入 10 mL无菌 0.01 mol·L
-1
PBS(pH 7.2)中混匀 。在 4 ℃、20 000 g条件下离
心2次 ,每次 30 min ,取上清液 ,然后依次用 0.45
μm 、0.2 μm滤膜过滤除菌 。
利用 Bradford 法[ 14] 测定所制备粘液的蛋白
含量 ,用 0.01 mol·L-1 PBS(pH 7.2)将蛋白含量
调整到1000μg·mL-1后保存在 4 ℃下待用 。
1.4　粘附试验
基本方法　　取 50 μL 所制备的(前 、后)肠
粘液滴于载玻片(25.4 mm×76.2 mm)中央 ,然后
用盖玻片(22 mm×22 mm)均匀涂开 ,与盖玻片大
小相同 ,放置在超净台中过夜干燥后用甲醇固定
20 min。将涂有肠粘液的载玻片放入装有 20 mL
菌液的培养皿中孵育一定时间 ,取出后在无菌生
理盐水中振荡清洗 5次以洗去未粘附的细菌 ,自
然干燥后用甲醇固定 20 min。待干燥用 SYBR





同孵育时间下的粘附情况 按上述方法在 25 ℃下
进行粘附试验 ,孵育时间设定为15 min 、30 min 、45
min 、1 h 、1.5 h 、2 h。
不同菌浓度的粘附情况　　菌液的 A550设定
为 0.015 、0.074 、0.219 、0.350 、1.1 ,按上述方法进
行粘附试验 ,孵育时间及温度设定为1 h 、25 ℃。
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不同理化因子对其粘附的影响 将孵育温度
设定为 4 、8 、15 、25 、37 、44 ℃,首先将菌液放入设
定好的温度下预温 30 min ,然后按上述方法进行
粘附试验 ,孵育时间为 1 h。
利用蒸发或稀释的方法将天然海水(盐度为
23.5)调至盐度分别为 45 、35 、25 、15 、5 ,再利用配
好的不同盐度的灭菌海水清洗 、制备菌液 ,另外以
去离子水制备菌液进行无离子状态(盐度为 0)时
的粘附试验 ,孵育时间及温度设定为1 h 、25 ℃。
分别配制 pH 值为 5 、6 、7 、8 、9的 0.1 mol·L-1
PBS溶液 ,灭菌后用于清洗 、制备菌液 ,按上述方
法进行粘附试验 ,孵育时间 、温度设为 1 h 、25 ℃。
热处理对菌粘附作用的影响　　将菌液浓
度调至 A550为 0.39 ,然后分别进行 56 ℃5 min及
60 ℃1 h 处理 ,然后按上述方法进行粘附试验 ,孵





育时间的延长而增加 ,孵育时间达 1 h 后 ,粘附量
趋于饱和 。溶藻弧菌对大黄鱼前肠粘液的粘附量











3。温度在 5 ～ 15 ℃时 ,粘附量随孵育温度的升高
而增大 ,温度在 15 ～ 30 ℃时溶藻弧菌对前 、后肠
粘液都有较强的粘附作用 ,其中在 15℃左右粘附
作用最强 ,而过高的温度(37 ℃和 44 ℃)会使溶
藻弧菌的粘附量明显下降 。温育温度在 10 ℃、15
℃和 25 ℃时 ,溶藻弧菌对后肠粘液的粘附量大于




Fig.1　Influence of incubation time
on adhesive quantity of V.alginolyticus
图 2　菌浓度与粘附量的关系


















溶藻弧菌经 56 ℃5 min 处理后的粘附作用








on adhesion of V.alginolyticus
图 5　pH 值对溶藻弧菌粘附情况的影响
Fig.5　Influence of pH
on adhesion of V.alginolyticus
表 1　溶藻弧菌热处理后的粘附情况




number of adhesive bacteria of triplicate
平均粘附数量(X±SD)
average
56 ℃ 5 min 338/1533a 477 /1444 437/ 1320 (418±72)/(1 432±107)
60 ℃ 1 h 80/ 144 50/ 104 37/ 137 (56±22)/(93±51)
对照组 control 6603/ 13345 4204/ 13434 6074/ 16784 (5 627±1 260)/(14 521±1 960)
　　注:对照组与 2个处理组间经 t检验为极显著差异(P<0.01), a:前肠/后肠














Belas 等[ 17] 研 究 表 明 , 副 溶 血 弧 菌 (V.
parahaemolyticus)在甲壳质(chitin)上的粘附量 ,3 h
趋于饱和。本试验结果表明当孵育 1 h 后 ,随时
间的延长粘附数量增长不明显 ,趋于饱和 ,这说明



















结局的三大因素 ,其中温度 、盐度 、pH是水环境的
重要因子 ,这些因子的改变对病原菌及宿主都有
重要的影响。溶藻弧菌作为嗜温菌 ,适宜生长温


























要比中性时强 ,在 pH 8.2时粘附作用最强 。本文
结果显示溶藻弧菌粘附于前 、后肠粘液都在 pH 6
时粘附作用最强 ,这与上述结果不同的主要原因
可能是表皮粘液与肠粘液的化学组成不同引起















。弧菌经 56 ℃ 5
min处理将破坏菌表面的热敏结构
[ 7]














化学组成 、pH 值等抑制病原性溶藻弧菌的粘附 ,
从而有利于保护自身免受病原菌的侵害 。
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最新信息
《水产学报》和《上海水产大学学报》刊载文章入选《学科发展蓝皮书(2005卷)》
为及时总结 、报道自然科学各有关学科发展的最新研究进展 ,便于广大科技工作者追踪 、了解 、
把握学科的发展动态 ,促进学科间的广泛交流 ,由中国科学技术协会和国家自然科学基金委员会共
同组织编纂《学科发展蓝皮书》 。在《蓝皮书》(2005年卷)中共收录综述性学术论文 111篇 ,其中水
产学科仅有两篇入选。一篇是由孙效文等撰写的《水产养殖动物基因组研究现状及其应用前景》 ,
刊登在《水产学报》2004年第 28卷第 6期 ,另一篇是由黄艳平等撰写的《水产动物疾病控制的研究
和进展》 ,刊登在《上海水产大学学报》2004年第 13卷第 1期。
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